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(54) Title: CROSS-LINKING OF LOW AND HIGH MOLECULAR WEIGHT POLYSACCHARIDES PREPARATION OF IN- 
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(54) Titre : RETICULATION DE POLYSACCHARIDES DE FAIBLE ET FORTE MASSE MOLECULAIRE; PREPARATION 
D HYDROGELS MONOPHASIQUES INJECTABLES; POLYSACCHARIDES ET HYDROGELS OBTENUS; 

(57) Abstract: The invention relates to a method for cross-linking at least one polymer, selected from the polysaccharides and the 
derivatives thereof, application thereof in an aqueous solvent, by the action of an effective and non-excessive quantity of at least one 
cross-linking agent, characterised in being applied to a mixture including at least one polymer of low molecular weight and at least 
one polymer of high molecular weight, a method for preparation of an injectable monophase hydrogel with at least one cross-linked 
polymer selected from polysaccharides and the derivatives thereof and the cross-linked polymers and injectable monophase hydrogels 
which may be obtained respectively by the methods above. 



(57) Abrege : La pr£sente invention a pour objet : - un precede de reticulation d'au moins un polymere, choisi parmi les polysac- 
O charides et leurs derives, mis en oeuvre en solvant aqueux par action d'un quantite efficace et non excessive d'au moins un agent de 

reticulation, caraterise* en ce qu'il est mis en oeuvre sur un melange renfermant au moins un polymere de faible masse moleculaire 
Q et au moins un polymere de forte masse moleculaire ; - un precede" de preparation d'un hydrogel monophasique injectable d'au 

moins un polymere reticule" choisi parmi les polysaccharides et leurs derives ; - les polymeres reticulees et hydrogels monophasiques 

injectables, susceptibles d'etre respectivement obtenus par chacun desdits precedes. 
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Reticulation de polysaccharides de faible et forte masse 
moleculaire : preparation d'hvdroaels monophasiaues injectables : 
polysaccharides et hydrogels obtenus . 

5 La presente invention a pour objet : 

- un procede de reticulation, original, d'au moins un polymere 
choisi parmi les polysaccharides et leurs derives, 

-un procede de preparation d'un hydrogel monophasique 
injectable d'au moins un tel polymere, 
10 - les polymeres reticules et hydrogels monophasiques 

injectables, susceptibles d'etre respectivement obtenus par chacun desdits 
procedes. 

Les hydrogels en cause, a base desdits polymeres reticules, ont 
de nombreux debouches, notamment comme materiau de comblement en 

15 chirurgies reparatrice, esthetique, dentaire, en ophtalmologie, en 
orthopedic... comme produit empechant les adhesions de tissus, en 
chirurgie generate, en urologie... Lesdits hydrogels conviennent 
notamment pour la reparation des cordes vocales. Les debouches indiques 
chdessus, de fagon nullement limitative, pour ce type de produits, sont 

20 familiers a Phomme du metier. 

L'invention resulte d'un reel effort d'optimisation de la mise en 
beuvre de la reticulation des polymeres en cause, en vue d'obtenir des 
hydrogels monophasiques injectables, particulierement interessants en 
reference au compromis ci-apres : proprietes mecaniques et remanence, 

25 d'une part, injectabilite (avec des forces d'injection et des diametres 
d'aiguilles d'injection, acceptables), d'autre part. 

On precise ici que le qualificatif injectable, employe dans le 
present texte, tant en reference aux hydrogels de Tart anterieur qu'aux 
hydrogels de Tinvention, signifie injectable manuellement au moyen de 

30 seringues munies d f aiguilles classiques (d'un diametre compris entre 0,1 et 
0,5 mm). Dans le cadre de la presente invention, il est notamment 
possible de formuler des hydrogels injectables au travers d'aiguilles 
hypodermiques de 30 GV2, 27 GY2, 26 GV2, 25 G. 

Selon I'art anterieur, on a deja prepare, a partir de 

35 polysaccharides et de leurs derives - notamment a partir de sels d'acide 
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hyaluronique - pas, peu ou fortement reticules, des hydrogels, notamment 
des hydrogels injectables. 

En reference au probleme specifique de I'injectabilite, des 
compositions biphasiques ont ete proposees, dont notamment la phase 
5 continue est a base de tels hydrogels. Ladite phase continue sert de 
plastifiant, de vehicule d'injection a une phase dispersee. Cette phase 
dispersee est plus ou moins solide, plus ou moins differenciee de la phase 
continue. Ainsi : 

- dans la demande EP-A-0 466 300, les compositions 

10 biphasiques decrites sont constitutes de deux phases - continue, 
dispersee- bioresorbables et se presentent sous la forme de boues. 
Lesdites deux phases sont avantageusement preparees a partir de fibres 
de Hyian (acide hyaluronique naturel modifie chimiquement in situ dans le 
but de faciliter son extraction des tissus), 

15 - dans la demande WO-A-96 337 51, les compositions 

biphasiques decrites presentent egalement deux phases bioresorbables, 
mieux separees, la phase dispersee etant constituee de fragments 
insolubles d'un hydrogel de polymere (choisi parmi I'acide hyaluronique et 
ses sels), fortement reticule ; 

20 - dans la demande WO-A-00 014 28, les compositions 

biphasiques decrites renferment une phase dispersee, non bioresorbable 
(particules d'au moins un hydrogel d'un (co)polymere obtenu par 
polymerisation et reticulation de I'acide acrylique et/ou de I'acide 
methacrylique et/ou d'au moins un derive desdits acides), en suspension 

25 dans une solution aqueuse d'un polymere choisi parmi les proteines, les 
polysaccharides et leurs derives, reticule ou non. 

Ces systemes biphasiques ne sont pas pleinement satisfaisants 
dans la mesure ou Ton peut justement craindre des a-coups a Pinjection et 
surtout apres injection, une disparition plus rapide de la phase continue 

30 (pas ou faiblement reticulee) et done une perte au moins partielle de 
I'effet, notamment de comblement, recherche. 

On a done egalement propose, en parallele, des hydrogels 
monophasiques, elabores a partir des memes types de polymeres. 

Dans les demandes WO-A-98 356 39 et WO-A-98 356 40, le 

35 produit en cause n'est pas un hydrogel injectable mais un produit de 
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consistance solide. Dans lesdites demandes, on decrit en fait des implants 
oculaires, utilises pour combler temporairement un vide cree 
chirurgicalement. Dans le brevet US-A-4 716 154, I'hydrogel elabore est 
propose comme substitut au corps vitre. Le polymere en cause 

5 (hyaluronate de sodium) est tres peu reticule, pour I'obtention d'un 
hydrogel injectable. Dans la demande WO-A-02 057 53, I'hydrogel 
monophasique decrit est charge d'un antiseptique, efficace pour le 
proteger, apres implantation, vis-a-vis des radicaux libres. Dans la 
demande WO-A-02 063 50, un procede est decrit, apte a generer ce type 

10 d'hydrogel, tres homogene dans sa masse. 

Tous ces hydrogels monophasiques ont ete obtenus a partir de 
polymeres de forte masse moleculaire, reticules avec intervention d'une 
quantite efficace et non excessive d'au moins un agent de reticulation, en 
solvant aqueux. 

15 Au vu de cet art anterieur, les inventeurs ont souhaite ameliorer 

I'efficacite de la reticulation du polymere en cause de facon a notamment 
ameliorer la resistance a la degradation (la remanence) de I'hydrogel 
implante, tout en conservant la possibility d'injecter ledit hydrogel dans 
des conditions acceptables. 

20 Pour ameliorer I'efficacite de la reticulation, les inventeurs ont 

songe, dans un premier temps, a faire intervenir plus d'agent de 
reticulation. Cette approche a rapidement ete ecartee dans la mesure ou 
elle entratne ineluctablement une denaturation du polymere en cause et 
une pollution chimique du produit reticule obtenu. 

25 Lesdits inventeurs ont alors songe a augmenter la concentration 

de polymere dans le melange reactionnel. Cette seconde approche a, de la 
meme fagon dO, a priori, etre ecartee a la consideration des polymeres 
utilises classiquement a ce jour : polymeres de forte masse moleculaire. 
Ainsi, pour le hyaluronate de sodium, il est toujours utilise a de fortes 

30 masses (Mw>10 6 Da, « 2.10 6 Da, 3.10 6 Da), a des concentrations 
voisines de la concentration maximale qui est d'environ 105-110 mg/g. 
L'utiliser a plus forte concentration est difficile (la viscosite du melange 
reactionnel devient trop elevee) et entrame ineluctablement des 
problemes de solubilite, de mauvaise homogeneite ... 
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Concentrer le milieu reactionnel s'avere en revanche possible 
avec des polymeres de faible masse moleculaire (du hyaluronate de 
sodium de masse moleculaire 300 000 Da, presentant une viscosite 
intrinseque de 600 ml/g (Phomme du metier connart parfaitement la 
5 relation entre ces deux parametres : masse moleculaire (M) et viscosite 
intrinseque Cn), relation donnee par la formule de Mark-Houwink : 
M = k -n. a , k et a presentant des valeurs qui dependent de la nature du 
poly mere en cause) peut etre concentre de 110 a 200 mg/g). 
Malheureusement, le polymere reticule obtenu genere dans ces conditions 

10 un hydrogel injectable non homogene, biphasique. 

Dans un tel contexte, les inventeurs ont, de maniere 
surprenante, etabli qu'en associant polymere(s) de faible masse 
moleculaire et polymere(s) de forte masse moleculaire, on obtient un 
excellent compromis, a savoir la possibility de generer, pour un taux de 

15 reticulation non excessif (equivalent a celui de I'art anterieur) un hydrogel 
monophasique, injectable avec des proprietes mecaniques et de 
remanence ameliorees. Cette association faible masse/forte masse permet 
d'obtenir un hydrogel repondant de maniere plus que satisfaisante au 
cahier des charges ci-apres : 

20 - monophasique, 

- proprietes mecaniques et remanence meilleures que celles des 
produits equivalents de I'art anterieur, 

- injectabilite non affectee, voire amelioree, restant possible 
avec des forces d'injection classiques au moyen de dispositifs d'injection 

25 classiques. 

Le facteur cle du procede de reticulation de I'invention reside 
done dans la concentration des reactifs (qui est augmentee par rapport a 
celle des melanges reactionnels de I'art anterieur, du fait de I'intervention 
de polymere(s) de faible masse moleculaire), la reticulation desdits reactifs 

30 concentres etant toutefois "maitrisee" par I'intervention de polymere(s) de 
forte masse moleculaire, qui garantissent I'homogeneite du produit reticule 
puis de I'hydrogel obtenus. 

Selon son premier objet, la presente invention concerne done 
un procede de reticulation d'au moins un polymere choisi parmi les 

35 polysaccharides et leurs derives, mis en oeuvre en solvant aqueux par 



WO 2004/092222 



PCT/FR2004/000870 



5 



action d'une quantite efficace et non excessive d'au moins un agent de 
reticulation, ameliore en ce qu'il est mis en oeuvre sur un melange 
renfermant au moins un polymere de faible masse moleculaire et au moins 
un polymere de forte masse moleculaire. 

5 Ledit melange renferme bien entendu le(s)dit(s) polymere(s) de 

faible masse moleculaire en quantite suffisante pour garantir une 
concentration relativement elevee du milieu reactionnel en polymere(s) et 
le(s)dit(s) polymere(s) de forte masse moleculaire en quantite suffisante 
pour garantir une consistance homogene audit polymere reticule obtenu. 

10 Le procede de reticulation de I'invention est un procede de. 

reticulation de polymeres choisis parmi les polysaccharides et leurs 
derives. Le(s) polymere(s) en cause peu(ven)t done etre naturel(s) ou 
synthetique(s). Des exemples de polymeres naturels sont I'acide 
hyaluronique et ses sels, d'autres glycosaminoglycanes, tels les sulfates de 

15 chondroitine, le sulfate de keratane, I'heparine, le sulfate d'heparane, 
I'acide alginique et ses sels biologiquement acceptables, I'amidon, 
I'amylose, le dextrane, le xanthane, le pullulane... Des exemples de 
derives synthetiques de polysaccharides naturels sont la carbo)cycellulose, 
la carboxymethylcellulose, des alkylcelluloses, telles I'hydroxyethyl- 

20 cellulose, I'hydroxypropylmethylcellulose (HPMC), I'amidon oxyde... 

Le procede de I'invention est susceptible de convenir pour la 
reticulation de I'un quelconque de ces polymeres, dans la mesure ou ledit 
polymere intervient a des masses moleculaires faible(s) et forte(s). 

Le procede de I'invention est susceptible de convenir pour la 

25 reticulation de melanges de tels polymeres, lesdits melanges renfermant 
au moins un polymere de faible masse moleculaire et au moins un 
—p melajtge de forte masse moleculaire. 

Les qualificatifs "faible" et "fort" des masses moleculaires en 
cause ne peuvent evidemment etre plus precisement definis, a ce stade de 

30 la description de I'invention, dans la mesure ou ils dependent du melange 
en cause, de la nature du(des) polymere(s) en presence. De la meme 
maniere, on ne peut, de maniere generale, indiquer des proportions 
relatives d'intervention du(des) polymere(s) en presence. L'homme du 
metier a toutefois parfaitement compris I'esprit de I'invention. II s'agit de 

35 concentrer le milieu reactionnel avec le(s) polymere(s) de faible masse 
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moleculaire mais de faire toutefois intervenir au moins un polymere de 
forte masse moleculaire pour moderer, controler la reticulation en cause. 
On souhaite obtenir un produit reticule coherent, precurseur d'un hydrogel 
monophasique. On veut eviter la formation de grumeaux, eventuellement 
5 coherents a Tissue de la reticulation mais susceptibles de perdre leur 
coherence lors de la preparation de Phydrogel injectable. 

Les explications donnees ci-dessus le sont a posteriori. Le 
resultat obtenu n'etait nullement previsible. 

Dans le cadre d'une variante avantageuse, le milieu reactionnel 
10 renferme un unique polymere, qui intervient a au moins deux masses 
moleculaires differenciees : au moins une faible et au moins une forte. 
Dans le cadre de cette variante avantageuse, le meme polymere intervient 
de preference a une unique faible masse moleculaire et a une unique forte 
masse moleculaire. 

15 Le polymere en cause est avantageusement un sel de Pacide 

hyaluronique. II est tres avantageusement choisi parmi le sel de sodium, 

le sel de potassium et leurs melanges. II consiste de preference en le sel 

de sodium (NaHA). 

Dans le contexte de la reticulation de ce type de polymere, 
20 I'homme du metier comprend que ladite reticulation est mise en oeuvre 

dans un solvant aqueux basique. De maniere generate, ladite reticulation 

est evidemment mise en oeuvre dans des conditions de pH favorable^a la)( 

dissolution du polymere en cause. 

Dans le contexte de la reticulation de ce type de polymere 
25 (sel(s) de I'acide hyaluronique), selon une variante preferee de mise en 

oeuvre de la reticulation, le melange reactionnel renferme : 

-au moins un sel de I'acide hyaluronique de faible masse 

moleculaire m, avec m < 9,9.10 s Da, avantageusement 

10 4 Da < m < 9,9.10 5 Da ; et 
30 -au moins un sel de I'acide hyaluronique de forte masse 

moleculaire M, avec M > 10 6 Da, avantageusement 10 6 Da < M < 10 8 Da, 

et tres avantageusement 1,1. 10 6 Da < M < 5.10 6 Da ; 

lesdits sels de faible et forte masse moleculaire etant avantageusement de 

meme nature, consistant tres avantageusement en du hyaluronate de 
35 sodium (NaHA). 
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Dans un tel contexte, ledit melange reactionnel a avantageuse- 
ment une viscosite intrinseque inferieure a 1 900 ml/g, i.e. 

X^ifai^o < 1 900 m '/ g ' avec ^ : ^ ract ' on massique de la fraction i de 
polymere, presentant une viscosite intrinseque [tj,]o, dans le melange 
5 reactionnel. L'homme du metier connaft le parametre viscosite intrinseque 
et n'ignore pas les lois d'additivite dudit parametre. 

La condition enoncee ci-dessus permet d'obtenir un hydrogel 
monophasique optimise en reference a ses proprietes de remanence et 
d'injectabilite. Elle fixe I'intervention relative des sels de faible (m) et forte 

10 (M) masse moleculaire. 

Dans le contexte presentement evoque (NaHA de masses 
moleculaires m et M), le melange reactionnel renferme avantageusement 
plus de 50 %, tres avantageusement plus de 70 %, en masse d'au moins 
un sel de Pacide hyaluronique de faible masse moleculaire m et done, 

15 logiquement, avantageusement moins de 50 %, tres avantageusement 
moins de 30 %, en masse d'au moins un sel de I'acide hyaluronique de 
forte masse moleculaire M. 

On a, en general, pour I'obtention de Peffet escompte, au moins 
5 % en masse d'au moins un sel de I'acide hyaluronique de forte masse 

20 moleculaire M dans le melange reactionnel. 

Le procede de reticulation de I'invention est avantageusement 
mis en oeuvre avec du sel de sodium de I'acide hyaluronique, intervenant 
a une faible masse moleculaire m et a une forte masse moleculaire M. On 
a tres avantageusement alors : m « 3.10 s Da et M « 3.10 6 Da. 

25 A titre d'agent de reticulation, avec tous types de polymere, on 

peut faire intervenir tout agent connu pour reticuler les polysaccharides et 
leurs derives, par I'intermediaire de ses fonctions hydroxyles - agent 
reticulant au moins bifonctionnel, pour assurer la reticulation - et 
notamment un epoxy ou ses derives. 

30 On preconise I'intervention d'agents de reticulation, 

bifonctionnels, seuls ou en melange. On preconise particulierement 
I'intervention de I'epichlorhydrine, du divinylsulfone, du l,4-bis(2,3- 
epoxypropoxy)butane (ou 1,4-bisglycidyloxybutane ou encore 1,4- 
butanedioldiglycidylether ou BDDE), du l,2-bis(2,3- 

35 epoxypropoxy)ethylene, du l-(2,3-epoxypropyl)-2,3-epoxycyclohexane, 
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d'aldehydes tels le formaldehyde, le glutaraldehyde et le crotonaldehyde, 
pris seuls ou en melange. On preconise tout particulerement I'intervention 
du l,4-bis-(2,3-epoxypropoxy)butane ou BDDE. 

L'homme du metier saura determiner la quantite efficace et non 
5 excessive d'agent(s) de reticulation a faire intervenir. On preconise 
d'utiliser une quantite efficace et non excessive telle qu'elle assure 
theoriquement un taux de reticulation (x), defini par le rapport 

_ Nombre total de fonctions reactives dudit agent de reticulation x 100 
Nombre total de motifs disaccharides des molecules de polymere 

10 compris entre 0,5 et 70 %, avantageusement entre 4 et 50 %. 

Le procede de reticulation de Tinvention est original de par les 
formes d'intervention des polymeres en cause. II est sinon mis en oeuvre 
de facon classique avec au moins un agent de reticulation. On note que 
ledit agent de reticulation est generalement mis a reagir sur le(s) 

15 polymere(s) dissous. II n'est toutefois nullement exclu qu'il intervienne sur 
le(s)dit(s) polymere(s) en cours d'hydratation, selon le procede decrit dans 
WO-A-02 06 350. 

Le reticulat obtenu a Tissue de la mise en oeuvre du procede de 
reticulation de I'invention est generalement formule pour generer 

20 I'hydrogel monophasique injectable recherche. II est si necessaire 
prealablement neutralise. On a vu que la reticulation des sels de Pacide 
hyaluronique est en effet mise en oeuvre en milieu basique. La 
formulation est mise en oeuvre dans une solution tamponnee a un pH 
compatible avec le corps humain (puisque I'hydrogel en cause est 

25 generalement prevu pour une injection dans le corps humain) : pH 
compris entre 6,5 et 7,5 avantageusement entre 7 et 7,4, tres 
avantageusement entre 7,1 et 7,3. Dans ladite solution, le polymere 
reticule s'equilibre. II acquiert egalement une osmolarite compatible avec 
celle du corps humain... De fagon surprenante, a Tissue cette etape de 

30 formulation, les polymeres reticules de I'invention dilues sont des 
hydrogels monop hasiaues. 

Selon une variante de mise en oeuvre preferee, on prepare un 
hydrogel injectable de I'invention, en reticulant un melange d'au moins un 
polymere, sel(s) de Tacide hyaluronique (voir ci-dessus), en neutralisant le 
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reticulat obtenu, puis en le formulant a une solution tamponnee a un pH 
compris entre 7,1 et 7,3, a une concentration comprise entre 10 et 
40 mg/g, avantageusement entre 20 et 30 mg/g. 

Le procede de preparation de I'hydrogel monophasique 
5 injectable, a partir du polymere reticule (selon le procede de reticulation, 
premier objet de la presente invention) constitue le second objet de la 
presente invention. 

On en vient aux troisieme et quatrieme objets qui consistent 
respectivement en le polymere reticule susceptible d'etre obtenu a Tissue 
10 de la mise en oeuvre du procede de reticulation (premier objet) et 
I'hydrogel monophasique injectable susceptible d'etre obtenu par 
formulation (second objet) dudit polymere reticule, telle que precisee ci- 
dessus. 

Lesdits polymere et hydrogel renferment avantageusement du 
15 hyaluronate de sodium de faible masse moleculaire et du hyaluronate de 
sodium de forte masse moleculaire ; ledit hyaluronate de sodium de faible 
masse moleculaire intervenant tres avantageusement a plus de 50 % en 
masse. 

La structure de I'hydrogel monophasique injectable - quatrieme 
20 objet de la presente invention - est originate. Sa consistance resiste a la 
degradation. Cette resistance de I'hydrogel est nettement superieure a 
celle des produits equivalents de Part anterieur. 

L'homme du metier n'ignore pas qu'une des methodes pour 
estimer la consistance d'un hydrogel, notamment de ce type, est la 
25 ; mesure du parametre : 

C" 

tan.delta = = f(frequence de sollicitation). 

Les hydrogels de I'invention ont les debouches indiques dans 
I'introduction du present texte. lis s'y revelent particulierement 
performants. 

30 On se propose maintenant d'illustrer I'invention sous ses 

differents aspects, par les exemples ci-apres. On a plus precisement : 

- Pexemple 1 qui illustre I'art anterieur (reticulation d'un 
polymere de forte masse moleculaire), 
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- I'exemple 2 qui illustre les propos enonces dans I'introdudion 
du present texte (reticulation du meme polymere de faible masse 
moleculaire), 

- les exemples 3 et 4 qui illustrent I'invention (reticulation du 
5 meme polymere intervenant a differentes quantites relatives a faible et 

forte masse moleculaire). 

On precise prealablement quelques methodes de mesure, 
utilisees pour caracteriser les produits en cause. 

10 Mesure de la viscosite intrinseque 

La viscosite intrinseque du hyaluronate de sodium (NaHA) (en 
^\ V L ml/g) est determinee conformement a la Pharmacopee Europeenne du 
U 1 *" NaHA (2.2.9), par un viscosimetre capillaire de type Ubelhode. 



15 Mesure de la force d'ejection (pas de norme specifique sur ce test) 

L'injectabilite du gel a base de NaHA est determinee par la 
mesure de la force necessaire (en Newton, N) pour ejecter le gel contenu 
dans une seringue type, a travers une aiguille de 27 GV2, a une Vitesse de 
12,5 mm/min. Les essais ont ete effectues sur un appareil de traction 

20 Verstatet® commercialise par la Societe Mecmesin. 

Mesure de la remanence 

La consistance du gel est caracterisee a 25°C par une mesure 
rheologique des modules elastique (G") et visqueux (G") en fonction de la 

25 frequence (de 0,05 a 10 Hz) et dans les domaines de deformation 
constante, au moyen d'un rheometre a contrainte imposee (Cammed 
CSL 500 de TA Instruments) et d'une geometrie cone/plan 4 cm 2°. Ce 
rheometre est controle et etalonne regulierement. La degradation du gel 
reticule se traduit par une evolution de sa consistance, que Ton mesure 

30 par I'augmentation du parametre tangente delta (tan.delta=G7G') en 
fonction du temps, a la frequence de 1 Hz. Les gels sont degrades en 
etant portes a la temperature de 93°C. A cette temperature, on mesure le 
temps au bout duquel la tan.delta atteint la valeur 0,65 (valeur qui 
correspond a un etat de gel degrade). Arbitrairement, on a fixe pour le gel 

35 de I'exemple 1, un indice de remanence de 1 (correspondant audit temps). 
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Les valeurs d'iridice de remanence, indiquees pour les autres gels, sont 
des valeurs relatives. 
Aspect de I'hydrogel 
Monophasique 

5 Aspect microscopique : pas de phase liquide apparente - fragmentation 
fine du gel en facettes 
Aspect macroscopique : souple et filant 
Biphasique 

Aspect microscopique : fragments de gels qui baignent dans un milieu 
10 liquide peu visqueux. 

Aspect macroscopique : "puree" qui fragmente tres facilement - pas de 
cohesion du gel ni d'aspect filant. 

EXEMPLE 1 : fibres de haute masse 

15 on pese 3,5 g de fibres de hyaluronate de sodium (NaHA), de 

viscosite intrinseque = 2 800 ml/g, avec un taux d'humidite de 8,7 %, 
auquel on ajoute 25,6 g de NaOH a 0,25 N. L'hydratation des fibres dure 
2 h, avec une homogeneisation manuelle reguliere a la spatule. 0,96 g 
d'une solution de 1,4-butanedioldiglycidylether (BDDE) dilue au l/5* me 

20 dans la soude 0,25 N est ajoute au milieu reactionnel suivi d'une 
homogeneisation mecanique de 15 min avant immersion dans un bain 
thermostate a 50°C ± 1°C. 

R = [BDDE)o/[NaHA] 0 - 6 % ; [NaHA], = 105 mg/g 

La reaction dure 2 h. Le reticulat est neutralise a pH = 7,2 dans 
25 une solution de tampon phosphate, puis est dialyse. L'hydrogel obtenu est 

alors ajuste en concentration ([NaHA] f = 26 mg/g) et homogeneise 

mecaniquement avant d'etre conditionne en seringues et sterilise a 

I'autoclave par la chaleur humide. 

Force d'injection apres sterilisation : 25 N 
30 Indice de remanence de l'hydrogel : 1,0 

Hydrogel monophasique 



35 



EXEMPLE 2 : fibres de faible masse 

On pese 1,56 g de fibres de hyaluronate de sodium (NaHA), de 
viscosite intrinseque = 600 ml/g, avec un taux d'humidite de 5,5 %, 
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auquel on ajoute 7,15 g de NaOH a 0,25 N. L'hydratation des fibres dure 
2 h, avec une homogeneisation manuelle reguliere a la spatule. 0,31 g 
d'une solution de 1,4-butanedioldiglycidylether (BDDE) dilue au l/5* me 
dans la soude 0,25 N est ajoute au milieu reactionnel suivi d'une 
5 homogeneisation mecanique de 15 min avant immersion dans un bain 
thermostate a 50°C ± 1°C. 

R = [BDDE]o/[NaHA]o = 6,8 % ; [NaHAJj = 174 mg/g 

La reaction dure 2 h. Le reticulat est neutralise a pH = 7,2 dans 
une solution phosphate, puis est dialyse. L'hydrogel obtenu est alors 
10 ajuste en concentration ([NaHA] f = 26 mg/g) et homogeneise 
mecaniquement avant d'etre conditionne en seringues et sterilise a 
Tautoclave. 

Force d'injection apres sterilisation : 24 N 
Indice de remanence de I'hydrogel : 6,0 
15 Hydrogel biphasique 

EXEMPLE 3 : melange de fibres 

On pese 0,763 g de fibres de hyaluronate de sodium (NaHA) de 

viscosite intrinseque = 600 ml/g avec un taux d'humidite de 5,5 % et 
20 0,237 g de fibres de hyaluronate de sodium de viscosite intrinseque 

2 300 ml/g, avec un taux d'humidite de 9,3 %. Proportion massique dans 

le melange : 600/2 800 : 77/23 (w/w). 

Le mode operatoire reste identique a celui de Texemple 2. 

R = [Q^] 0 /[NaHA] 0 = 7 % ; [NaHA]i = 140 mg/g ; [NaHA] f = 26 mg/g 
25 Force d'injection apres sterilisation : 15 N 

Indice de remanence de Thydrogel : 3,6 

Hydrogel monophasique 

EXEMPLE 4 : melange de fibres 

30 Uexperience de Texemple 3 est reproduite en modifiant la 

proportion massique. Proportion massique dans le melange : 
600/2 800 : 90/10 (w/w) 

Le mode operatoire est identique a celui de Pexemple 2. 
R = [BDDE]o/[NaHA]o = 6,5 % ; [NaHA]i = 140 mg/g ; 

35 [NaHA]f = 26 mg/g 
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Force cTinjection apres sterilisation : 14 N 
Indice de remanence de Phydrogel : 7,7 
Hydrogel monophasique 

Lesdits exemples sont recapitules dans le tableau ci-apres. 
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Sur la figure annexee, on a montre pour chacun des quatre 
hydrogels, prepares selon les exemples la4, les courbes : 
Tan.delta = f (frequence de sollicitation). 

Les hydrogels de 1'invention (exemples 3 et 4) ont un 
5 comportement rheologique different de celui de I'hydrogel de I'art 
anterieur (exemple 1). 

lis sont par ailleurs monophasiques et en cela tres differents de 
Phydrogel de I'exemple 2 (biphasique). 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de reticulation d'au moins un polymere, choisi parmi 
les polysaccharides et leurs derives, mis en oeuvre en solvant aqueux par 

5 action d'une quantite efRcace et non excessive d'au moins un agent de 
reticulation, caracterise en ce qu'il est mis en oeuvre sur un melange 
renfermant au moins un polymere de faible masse moleculaire et au moins 
un polymere de forte masse moleculaire. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que ledit 
10 melange renferme un unique polymere, presentant au moins deux masses 

moleculaires differentes : au moins une faible et au moins une forte ; 
presentant avantageusement deux masses moleculaires differentes : une 
faible et une forte. 

3. Procede selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en 
15 ce que ledit polymere est un sel de I'acide hyaluronique. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que ledit 
sel de I'acide hyaluronique est choisi parmi le sel de sodium, le sel de 
potassium et leurs melanges ; et consiste avantageusement en le sel de 
sodium: 

20 5, Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, 

caracterise en ce que ledit melange renferme : 

- au moins un sel de I'acide hyaluronique de faible masse 

moleculaire m, avec m<9,9.10 5 Da, avantageusement 

10 4 Da < m <. 9,9. 10 5 Da ; et 
25 - au moins un sel de I'acide hyaluronique de forte masse 

moleculaire M, avec M > 10 6 Da, avantageusement 10 6 Da < M < 10 8 Da, 

et tres avantageusement 1,1. 10 6 Da < M < 5.10 6 Da ; 

lesdits sels de faible et forte masse moleculaire etant avantageusement de 

meme nature, consistant tres avantageusement en du hyaluronate de 
30 sodium. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que ledit 
melange a une viscosite intrinseque inferieure a 1 900 ml/g. 

7. Procede selon I'une des revendications 5 ou 6, caracterise en 
ce que ledit melange renferme plus de 50 %, avantageusement plus de 

35 70 %, en masse d'au moins un sel de I'acide hyaluronique de faible masse 
moleculaire m et moins de 50 %, avantageusement moins de 30 % en 
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masse cTau moins un sel de Tacide hyaluronique de , forte masse 
moleculaire M. 

8. Procede selon Tune quelconque des revendications 5 a 7, 
caracterise en ce que ledit melange renferme au moins 5% en masse 

5 d'au moins un sel de Tacide hyaluronique de forte masse moleculaire. 

9. Procede selon Tune quelconque des revendications 5 a 8, 
caracterise en ce que ledit melange renferme environ 90 % en masse de 
sel de sodium de Tacide hyaluronique presentant une masse moleculaire 
d'environ 3.10 5 Da et environ 10 % en masse de sel de sodium de Tacide 

10 hyaluronique presentant une masse moleculaire d'environ 3.10 6 Da. 

10. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, 
caracterise en ce que ledit agent de reticulation est choisi parmi les agents 
de reticulation bifonctionnels et leurs melanges ; avantageusement choisi 
parmi Tepichlorhydrine, le divinylsulfone, le l,4-bis(2,3-epoxypropoxy)- 

15 butane, le l,2-bis(2,3-epoxypropoxy)ethylene, le l-(2,3-epoxypropyl)-2,3- 
epoxycyclohexane, les aldehydes tels le formaldehyde, le glutaraldehyde 
et le crotonaldehyde, et leurs melanges ; consiste tres avantageusement 
en le i,4-bis(2,3-epoxypropoxy)butane. 

11. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 10, 
20 caracterise en ce que ladite quantite efficace et non excessive d'au moins 

un agent de reticulation assure theoriquement un taux de reticulation, 
defini par le rapport : 100 x (nombre total de fonctions reactives dudit 
agent de reticulation/nombre total de motifs disaccharidiques des 
molecules de polymere presentes), compris entre 0,5 et 70 %, 
25 avantageusement entre 4 et 50 %. 

12. Procede de preparation d'un hydrogel monophasique 
injectable d'au moins un polymere reticule choisi parmi les polysaccharides 
et leurs derives, caracterise en ce qu ! il comprend : 

- la reticulation d'un melange selon Tune quelconque des 
30 revendications 1 a 11, 

- la formulation dudit melange reticule, neutralise si necessaire, 
dans une solution tamponnee a un pH compris entre 6,5 et 1,5, 
avantageusement compris entre 7 et 7,4, tres avantageusement compris 
entre 7,1 et 7,3. 

35 13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce qu'il 

comprend : 
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- la reticulation d'un melange selon I'une quelconque des 
revendications 3 a 11 ; 

- la formulation dudit melange reticule, neutralise, dans une 
solution tamponnee a un pH compris entre 7,1 et 7,3, a une concentration 

5 comprise entre 10 et 40 mg/g, avantageusement entre 20 et 30 mg/g. 

14. Polymere reticule susceptible d'etre obtenu a Tissue de la 
mise en oeuvre d'un procede de reticulation selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 11. 

15. Hydrogel monophasique injectable susceptible d'etre obtenu 
10 a Tissue de la mise en oeuvre d'un procede de preparation selon Tune des 

revendications 12 ou 13. 

16. Hydrogel monophasique injectable selon la revendication 
15, renfermant, reticule, du hyaluronate de sodium de faible masse 
moleculaire et du hyaluronate de sodium de forte masse moleculaire. 
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